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PROCEDURE FOR OBTAINING NEW BIOLOGICALLY ACTIVE SUBSTANCES, 

SUBSTANCES SO OBTAINED AND COMPOSITIONS CONTAINING THEM 
[Procede d'obtention de nouvelles substances biologiquement actives, les substances ainsi 

obtenus et les compositions en refermant] 



The present invention has as a goal a procedure for obtaining new biologically active 
substances marine in origin, the biologically active substances so obtained and the compositions 
containing them. 

These new biologically active substances are extracted from plants of the family of the 
Dictyotales. 

The compositions of the present invention are intended for inhibiting the cell death of 
eukaryotic cells by decreasing the synthesis of the BAX protein. These compositions thus 
demonstrate an anti-apoptotic action by decreasing synthesis of the BAX protein. 
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The discovery of the phenomenon of programmed cell death, although not recent, has 
made significant advance in recent years as a result of immunology and molecular biology which 
put antibodies and antigens at the disposal of researchers documenting the different participants 
in apoptosis. Today, the principal steps of apoptosis are relatively well known. Most of the 
research studies on stopping the programming of death are all conducted by genome 
amplification of genes coding for the peptide sequences involved in the development of 
apoptosis. 

Apoptosis is controlled by two families of molecules that are protein in nature and called 
BAX and Bcl2. These molecules are only active when they are coupled. The heterodimer pair: 
proteins originating from two different families such as BAX-Bcl2 cancel the programming of 
death. The homodimer pair of the bax-bax type activates it. As a result, if the synthesis of BAX 
is decreased, the life of the cells will be increased. 

The biologically active substances of the present invention participate in controlling the 
synthesis of BAX throughout life and by decreasing this synthesis after an injury. 

Physiological apoptosis is essential for our survival. It participates in our morphogenesis 12 
and it is one of the major phenomena of the development of our brain. In insects, apoptosis is one 
of the major biological phenomena which start metamorphosis; in other animals it plays a 
dominant role in molting. In mammals and other species it controls the immune phenomena. 

The plants from which the biologically active substances of the invention are extracted 
are Pheophycees, class Fucophyceae, order Dictyotales, family Dictyotaceae. Only some genera 
belong to the family of the Dictyotales; they are Padina, Zonaria or Dictyota. The genus Padina 
groups together the most frequent species. By way of example, it is possible to find on the 
Mediterranean shore the species pavonica, boyana (P. tenuis), boergesenii, on the Pacific shore 
(not including the species already mentioned): arborescens, australis, boryana , cualens, 
commersonii, concrescens, crasse, durvillei, elegans, fernandeziana, fraseri, gymnospora, 
likewise on the shores of the Atlantic Ocean: glabra, haitensis, distromatica, dubia. There are 
also species typical of the Indian Ocean. One of the characteristics of these plants is to fix on 
their thallus a layer of calcium carbonate of the aragonite or orthorhombic type on the surface of 
the fronds. This characteristic is obtained by X-ray diffraction of the powder obtained with these 
plants. The X-ray diffraction shows that the powder from these plants presents peaks with special 
intensity at 29 angles, characteristic of aragonite. 

Another characteristic of these plants is their ability to survive under difficult conditions 
by preserving their own vegetative life and not using sporulation. Mechanisms identical to this 
plant are not found in our cells. In fact, these algae were present at the beginning of the building 
of our evolutionary tree. 
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The present invention concerns the procedure for obtaining biologically active substances 
extracted from plants of the family of the Dictyotales. /3 

Firstly, the plant from the family of the Dictyotales is subjected to a drying after 
collecting, protected from light if possible, to keep its pharmacological properties intact. 

Drying of the ground up or crude plants is carried out by ventilation without heating and 
thus a plant material is obtained that is deep maroon in color on which the white streaks of 
calcium carbonate contrast sharply. 

Another method, although less economical, also gives satisfaction: it consists of draining 
the plants well, then drying them under air vacuum. Lyophilization of the plant, ground up or 
not, advantageously enables an anhydrous product to be obtained. 

These last two techniques give a material deep brown green in color, very fragile and 
easily reduced to powder, which facilitates the extraction by a solvent to obtain biologically 
active substances of the invention. 

The importance of a well dried plant is to obtain a plant material which stores well (free 
of moisture) and from which it will be possible to extract the active substance(s), stabilized or 
not, without being hampered by the presence of a polar solvent. Furthermore, the completely 
dried plants are easier to reduce into powder. 

The procedure for obtaining biologically active substances is characterized in that a plant 
from the family of the Dictyotales is subjected to drying and/or lyophilization, to grinding up, 
followed by one or more strippings of the plant material with an organic solvent chosen from the 
group formed by alkanols (ethanol.. .), ketones (acetone.. .), short-chain alkanes (pentane, 
hexane, heptane..), cycloalkanes (cyclohexane...), halogenated solvents (chloroform, 
dichloromethane...), aromatic solvents, esters (ethyl acetate...), ethers and the like, to obtain an 
organic extract from the plant, the organic extract is dried by evaporation of the solvent, [and] 
the dry organic extract is purified by one or more steps of purification carried out successively by 
liquid/liquid contacting, by low-pressure or high-pressure column chromatography, [and] by high 
performance liquid chromatography to obtain one or more active fractions of plants from the 
family of the Dictyotales demonstrating an anti-apoptotic action by decreasing synthesis by the /4 
cells of proteins related to those of the BAX family. 

The organic solvents may be used alone or in combination. Generally, organic solvents 
that are miscible in water can be used, as well as all solvents capable of extracting the active 
substances from the fronds of the plant. The solvents will preferably be chosen from volatile 
solvents since biologically active substances are desired to be obtained that are free of solvent. 

The organic solvent will preferably be acetone or ethanol. 

During maceration very variable ratios of dry material relative to the solvent are used 
with good results. The volumes used for the same quantity of dry material vary from 



1 to 50. Likewise, the contact time between the organic solvent and the plant matter can vary 
from 12 h to 5 days. 

In the present case, the plant from the family of the Dictyotales once dried and/or 
lyophilized and ground, is subjected to one or more strippings by contacting the plant with the 
acetone for 4 to 5 days and in proportions of 1 g of dry plant matter to 5 mL of acetone. 

The acetone extract obtained is dried by evaporation of the solvent, then purified by 
purification steps defined below. 

The first purification step is carried out by liquid/liquid contacting. The residue or dry 
acetone extract is taken up by a methanol/water mixture which is contacted with hexane. 
Secondly, the water-methanol phase is contacted with ether after concentration and dilution in 
water. 

In this way, the final ether phase is biologically active. 

The second purification step is carried out by low-pressure column chromatography. The 
support used is a gel of the Sephadex LH20® type. 

Elution is carried out by a chloroform/methanol gradient. The biologically active fraction 
is eluted in chloroform/methanol in proportions of 97/3 volume by volume. During rinsing of the 
column with a 70/30 chloroform/methanol mixture a second residual fraction is eluted. 

The following purification step takes place by semipreparative high performance liquid 
chromatography (HPLC). The dimensions of the column are 250 mm length and 10 mm 
diameter. The support used is a diol grafted silica and the eluant is a 95/5 hexane/isopropanol 
mixture. The flow rate is 8 mL/min. The active fractions are eluted between 0 and 20 min, 25 
and 35 min and/or 40 and 50 min. The other fractions are thrown out or are used for other 
purposes. 

Other purification steps are also conceivable. 

At the end of these purification steps, a biologically active fraction is obtained that is 
formed of one or more substances which cause a decrease in the synthesis of BAX during 
contacting with the cells. 

Thus, the new biologically active substances of plants from the family of the Dictyotales 
are characterized in that, when the stripping has been carried out in acetone, they present 
retention times in semipreparative high performance liquid chromatography on the diol grafted 
silica support and with a 95/5 hexane/isopropanol eluant, between 0 and 20 min, 25 and 35 min 
and/or 40 and 50 min. 

Next, different analytical methods are carried out (UV, IR, NMR spectra, thin-layer 
chromatography) which enable the characterization of the biologically active substance(s), 
extracted under these conditions from plants of the family of the Dictyotales. 
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The present invention also has as a goal new biologically active substances likely to be so 
obtained, extracted from plants from the family of the Dictyotales. 

These substances present an anti-apoptotic action by decrease of the synthesis of the 
proteins related to those of the BAX family, in particular in the presence of free radicals or 
elevation of temperature. /6 

Thus the biologically active substances make possible the stabilization of the 
phenomenon of cell death induced in cell strains, prolongation of cell life and protection of "cell 
capital." 

The biologically active substances according to the invention, extracted from plants from 
the family of the Dictyotales, demonstrate very interesting pharmacological properties, and from 
this fact find use in therapeutics, cosmetics, the food industry and human and veterinary health 
foods. 

The biologically active substances according to the invention that are likely to be 
obtained according to the procedure of the invention are used with a view to production of 
composition or depot formulations designed to prevent and/or to treat disorders involving an 
increased synthesis of the BAX protein. 

The present invention also concerns pharmaceutical, cosmetic and/or dietary 
compositions presenting an anti-apoptotic action by decrease of the synthesis of the BAX 
protein, characterized in that they contain by way of active ingredient one or more biologically 
active substances likely to be obtained according to the procedure of the invention, in 
combination or in mixture with an excipient or an inert vehicle, nontoxic, [and] appropriate for 
proposed use, and possibly one or more active ingredients with complementary action. 

The pharmaceutical, cosmetic and/or dietary compositions according to the invention are 
designed for the administration by the digestive, parenteral, percutaneous or topical route. 
Therefore, the compositions are presented in the form of bare or boated tablets, sugar-coated 
pills, capsules, pills tablets, packets, syrups, powders to be ingested or for external use; solutions 
or suspensions packaged in ampoules; creams, gels or ointments; [and] solutions for 
percutaneous use in a penetrating polar solvent. 

The present invention also concerns the depot formulations presenting an anti-apoptotic 
action by decreasing synthesis of the BAX protein characterized in that they contain by way of 
active ingredient one or more biologically active substances likely to be obtained according to 11 
the procedure of the invention, in combination or in mixture with an excipient or an inert vehicle, 
nontoxic, [and] not very resorbable, and possibly one or more active ingredients with 
complementary action. 

The following results and examples illustrate the invention. They do not limit it in any 

way. 
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Example 1 

Study of the inhibitory activity of the synthesis of the BAX protein by substances extracted from 
plants of the family of the Dictyotales. 

The criterion for activity is the inhibition of the synthesis of the BAX protein. 

The measurement of the BAX synthesized by the keratinocytes is carried out by an 
immunoabsorption method called ELISA sandwich. 

The cells are prepared according to the technique of Germain et al. from samples of 
healthy skin originating from cosmetic surgery. After removal of the fatty tissue, the skin is cut 
into small fragments of 2 mm x 2 mm which are incubated in a thermolysin solution (500 |ig/mL 
of HEPES buffer) at 37°C for 2 h. The epidermis is then easily separated from the dermis with 
the aid of very fine sterile forceps. The flaps of epidermis so detached are incubated in a solution 
of trypsin (0.05% in HBSS buffer)-EDTA (0.1% in HBSS buffer) at 37°C for 30 min to 
dissociate the keratinocytes. After two rinsings in the HBSS buffer, the keratinocyte cells are 
counted with the aid of a Coulter counter (Coultronics) then cultured in the KMK medium 
(SIGMA). 

Experimental protocol : 

The freshly isolated keratinocytes are seeded at a rate of one million per dish in the KMK 
culture medium. The keratinocyte cultures are treated the evening before with 1% ethanol 
solution containing (test dishes) or not (control dishes) the active ingredient. 

The following day, the culture dishes are put in a water bath at a temperature of 43° for /8 
30 min. They are next transferred into the CO2 incubator at 37°C for 2 h again. The cells are then 
lysed by a buffer x 100 and the BAX protein contained in the cellular lysate is measured by the 
ELISA sandwich technique. 

ELISA sandwich: 

• Dilution to 1/200 of the anti-bax monoclonal antibody in a carbonate-bicarbonate buffer, pH: 
9.6 

• Distribution of the antibody solution in a microplate (96 wells) at 100 )LiL/well 

• Incubation overnight at 4°C (or one hour at 37°C) 

• Removal of the supernatant 

• Addition of the cellular lysate (100 jaL/well) containing the BAX protein 
Incubation at room temperature for one hour 

• Rinsing wells 3 times with 200 \xL of PBS buffer containing 0. 1 % Tween 20 
Addition of anti-bax antibody (100 jiL/well) 
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Incubation one hour at room temperature 

• Rinsing 3 times with 200 |iL PBS buffer containing 0. 1 % Tween 20 

• Addition of a solution of second rabbit anti-IgG antibody couples to peroxidase (50 ^iL/well) 

• Incubation at room temperature for 1 hour 

. Rinsing 3 times with 200 |uL of PBS buffer containing 0. 1% Tween 20 

• Addition of the substrate (50 jaL/well) 

• Incubation at room temperature for 30 min 

• Addition of 1 0 (iL/well of a solution of IN sulfuric acid 

• Reading the microplate at 450 nm with the aid of a microplate reader (METERTECH). 

Measurement of BAX by the ELISA sandwich method: 

The values are expressed in optical density (O.D.) (optical density of the BAX protein), 
visualizing is done by peroxidase. 19 
(As indicated previously the active fraction (F.A.) is eluted between 0 and 20 min, 25 and 35 min 
and 40 and 50 min by semipreparative HPLC on the diol grafted silica support. The eluant is 
hexane/isopropanol 95/5. 

The inactive fraction (FNA) is eluted between 20 and25 min and 35 and 40 min. 

Table I: Measurement of BAX on a culture of human keratinocytes* 

















moyenne 
®(D.O) 


ecart 
^type 


® 


t6moin (1) 
FNA : 20-2^5135-40 min (2) 


0.166 


0,219 


0,196 


0,198 


0.194 


0,195 


0.019 


0,142 


0,206 


0,190 


0,190 


0,201 


0,186 


0,025 




FA : 0-20. 25-35 et40-50 min (3) 


0,095 


0 t 101 


0,094 


0,110 


0,107 


0,101 


0,007 



Key: A Control 

B Mean (O.D.) 

C Standard deviation 

D and 

(1) and (2): difference not statistically significant: p = 58.43% 



* [In tables and figures, commas in numbers represent decimal points] 
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(1) and (3): difference statistically significant: p < 10* 

The addition of the active fraction containing the biologically active substances of the 
invention in the culture enables clear inhibition of BAX synthesis. 

Table II: Measurement of BAX by EL1SA sandwich synthesized by the fibroblasts 

Table II illustrates the effect of the active fractions (FA) containing one or more 
biological substances active on the expression of the BAX protein synthesized by human 
fibroblasts derived from surgical explants originating from individuals of different ages obtained 
by the standard technique. 

Number of identical cells in each experiment, and cells with the same number of 
passages. 

Measurement of BAX by the ELISA sandwich method: expression of the values in O.D., 
visualizing by peroxidase. 





moyenne 
®(D.O) 


ecart 
©type 


5 ans non traite 


(D 


0,049 


0,049 


0,047 


0.052 


0.075 


0.054 


0.012 


5 ans traite avec F A 


(2) 


0.064 


0,053 


0.050 


0,060 


0.051 


0.056 


0.006 


61 ans non traite 


(3) 


0.149 


0.136 


0,132 


0,141 


0.130 


0.138 


0.008 


61 ans traite avec F.A. 


(4) 


0,081 


0,069 


0.063 


0,080 


0,060 


0.071 


0.010 



Key: A Mean (O.D.) 

B Standard deviation 

C 5 years not treated 

D 5 years treated with FA 

E 61 years not treated 

F 61 years treated with FA 



no 



(1) and (2): difference not statistically significant 
(1) and (4): difference not statistically significant 

(FA): the concentration of the active fraction is 1% (cultures of fibroblasts are treated with 1% of 
an ethanol solution containing the active ingredient). 
Table II is illustrated by Figure 1 . 
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The synthesis of BAX increases with age. The treatment of cells by a 1% solution of 
active fraction lowers the production of the BAX protein to a level near that observed with cells 
originating from a young subject. 

Table III: Measurement of BAX by ELISA sandwich synthesized by keratinocytes 

Table III illustrates the effect of the active fraction (FA) containing one or more 
biological substances active on the expression of the bax protein synthesized by human 
keratinocytes derived from surgical explants originating from individuals of different ages. 

Number of identical cells (10 6 cells) in each experiment, and cells with the same number 
of passages (PI). 

Measurement of bax by the ELISA sandwich method: expression of the values in O.D., 
visualizing by peroxidase after 48 h or incubation. 
The concentration in active fractions is 1%. 





moyenne 
S^D.O) 




5 ans temoin 


0) 


0.376 


0.313 


0,288 


0,326 


0.045 


5 ans traite avec F A. 


(2) 


0,321 


0.286 


0,251 


0.286 


0.035 


42 ans temoin 


(3) 


0,471 


0,419 


0.386 


0.425 


0.043 


42 ans avec FA 


(4) 


0.342 


0,316 


0,293 


0.317 


0.025 


61 ans temoin 


(5) 


0.629 


0.562 


0,512 


0,568 


0.059 


6t ans avec FA 


(6) 


0.467 


0,419 


0,355 


0.414 


0,056 


Verification \i 




0.434 


0.386 


0,348 


0,389 





A 


Mean (O.D.) 


B 


Standard deviation 


c 


5 years control 


D 


5 years treated with FA 


E 


42 years control 


F 


42 years with FA 


G 


61 years control 


H 


61 years with FA 


I 


Verification [i 



/ll 
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( 1 ) and (2): difference = -0.040 

variation (%) = -12.18 
(3) and (4): difference = -0. 1 08 

variation (%) = -25.47 
(5) and (6): difference = -0.1 54 

variation (%) = -27.13 
Table III is illustrated with Figures 2 and 3. The synthesis of BAX by keratinocytes 
increases with age, and in the presence of the active fraction (FA) the latter is decreased. 

The synthesis of BAX increases with age. The treatment of cells by a 1% solution of 
active fraction lowers the production of the BAX protein to a level near that observed with cells 
originating from a young subject. 

The older the cell, the more effective is the treatment by the active fractions on the 
keratinocytes. 

Example II 

Study of the synthesis of the BAX protein in the presence of free radicals 

The free radicals produced in this experiment are obtained by xanthine-xanthine oxidase. 

Table IV: The free radicals stimulate the synthesis of the BAX protein 





jnoyenne 




5 ans temoin 


(D 


0,376 


0.313 


0.288 


0.326 


0.045 


5 ans HX-XO 


(2) 


0,466 


0.448 


0,410 


0.441 


0.029 


42 ans temoin 


(3) 


0.471 


0.419 


0.386 


0.425 


0.043 


42 ans HX-XO 


(4) 


0,485 


0.494 


0.432 


0.470 


0.034 


61 ans temoin 


(5) 


0.629 


0.562 


0.512 


0.568 


0.059 


61 ans HX-XO 


(6) 


0.613 


0.619 


0.552 


0.595 


0.037 



©f 



© 



® 



Key: 



A 
B 
C 
D 
E 
F 
G 



Mean (O.D.) 
Standard deviation 
5 years control 
5 years HX-XO 
42 years control 
42 years HX-XO 
61 years control 
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(l)and(2): difference = 0.1 16 

variation (%) = 35.52 
(3) and (4): difference = 0.045 

variation (%)= 10.58 
(5) and (6): difference = 0.027 

variation (%) = 4.76 
Table IV is illustrated by Figures 4 and 5. 

The xanthine-xanthine oxidase reaction produces free radicals that stimulate the synthesis 
of bax by the keratinocytes. This stimulation is less strong in the old keratinocytes. 

Table V: The addition of active fractions (FA) in the culture medium reestablishes normal 
synthesis of the BAX protein in the presence of free radicals. 



® 





moyenne 
®(D.O) 


(gecart 
type 


5 ans HX-XO 


(D 


0,466 


0.448 


0,410 


0,441 


0,029 


5 ans HX-XO + F A 


(2) 


0.301 


0,326 


0,270 


0,299 


0,028 


42 ans HX-XO 


(3) 


0.485 


0.494 


0,432 


0.470 


0,034 


42 ans HX-XO + FA 


(4) 


0,332 


0.305 


0,293 


0,310 


0,020 


61 ans HX-XO 


(5) 


0.613 


0,619 


0,552 


0.595 


0.037 


61 ans HX-XO + FA 


(6) 


0.408 


0.403 


0.341 


0.384 


0.037 



Key: 



A 
B 
C 
D 
E 
F 
G 
H 



(l)and(2): 
(3) and (4): 



Mean (O.D.) 

Standard deviation 

5 years HX-XO 

5 years HX-XO + FA 

42 years HX-XO 

42 years HX-XO + FA 

61 years HX-XO 

61 years HX-XO + FA 

difference = -0.142 
variation (%) = -32.25 
difference = -0.160 
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variation (%) = -34.09 
(5) and (6): difference = -0.2 1 1 

variation (%) = -35.43 
Table V is illustrated by Figures 6 and 7. 

The treatment with the active fractions (FA) of keratinocytes cultured in the presence of 
free radicals decreases the synthesis of the BAX protein. If this decrease is greater in the old 
cells, it is not very constant in relative value whatever the age of the cells. 

Claims 

1. Procedure for obtaining biologically active substances characterized in that a plant 
from the family of the Dictyotales is subjected to drying and/or lyophilization, to grinding up, 
followed by one or more strippings of the plant material with an organic solvent chosen from the 
group formed by alkanols, ketones, short-chain alkanes, cycloalkanes, halogenated solvents, 
aromatic solvents, esters, ethers and the like to obtain an organic extract from the plant, the 
organic extract is dried by evaporation of the solvent, [and] the dry organic extract is purified by 
one or more purification steps carried out successively by liquid/liquid contacting, by low- 
pressure or high-pressure column chromatography, [and]by high performance liquid 
chromatography to obtain one or more active fractions of plants from the family of the 
Dictyotales demonstrating an anti-apoptotic action by decreasing cellular synthesis of proteins 
related to those of the BAX family. 

2. Procedure for obtaining biologically active substances according to Claim 1 
characterized in that the ratios used between the plant matter and the organic solvent are 
preferably 1 g of dry plant matter for 5 mL of solvent, and the contact times between the plant 
matter and the organic solvent are between 12 h and 5 days. 

3. Procedure for obtaining biologically active substances according to Claims 1 and 2 
characterized in that the organic solvent used is acetone. 

4. Procedure for obtaining biologically active substances according to one of Claims 1 to 

3 characterized in that the first purification step carried out by liquid/liquid contacting consists of 
taking up the dry acetone extract by a methanol/water mixture contacted with hexane, [and] then 
the hydromethanolic phase is contacted with ether. 

5. Procedure for obtaining biologically active substances according to one of Claims 1 to 

4 characterized in that the second purification step carried out by low-pressure column 
chromatography consists of eluting, the biologically active ether fraction by a 
chloroform/methanol gradient on a gel support of the Sephadex type, then by eluting a second 
residual fraction by rinsing the column with a chloroform/methanol mixture. 
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6. Procedure for obtaining biologically active substances according to one of Claims 1 to 
5 characterized in that the third purification step is carried our by semipreparative high 
performance liquid chromatography on a diol grafted silica support with a hexane/isopropanol 
eluant and in that the active fractions are eluted between 0 and 20 min, 25 and 35 min and/or 40 
and 50 min. 

7. The biologically active substances likely to be obtained according to the procedure of 
Claims 1 to 6 presenting an anti-apoptotic action by decreasing synthesis of proteins related to 
the BAX family. 

8. Biologically active substances according to Claim 7 characterized in that in 
semipreparative high performance liquid chromatography on the diol grafted silica support and 
with a hexane/isopropanol eluant they present retention times between 0 and 20 min, 25 and 35 
min and/or 40 and 50 min. 

9. Pharmaceutical, cosmetic and/or dietary compositions presenting an anti-apoptotic 
action by decrease of the synthesis of the BAX protein, characterized in that they contain as 
active ingredient one or more biologically active substances likely to be obtained according to 
the procedure of one of Claims 1 to 6 in combination with or in mixture with an inert excipient 
or vehicle, nontoxic, [and] appropriate for proposed use, and possibly one or more active 
ingredients with complementary action. 

10. Pharmaceutical, cosmetic and/or dietary compositions according to Claim 9 in which 
the inert excipient or vehicle is one that is suitable for administration by the digestive, parenteral, 
percutaneous or topical route. 

11. Use of biologically active substances likely to be obtained according to the procedure 
of one of Claims 1 to 6 with a view to production of compositions or depot formulations 
designed to prevent and/or treat disorders involving increased synthesis of BAX protein. 
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Key: 1 O.D. 



Figure 1 
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Figure 2 



Key: 1 
2 



O.D. 
Control 
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W 0,50 



O 0.45 
Q 0.40 
0,35 
0,30 
0.25 
0,20 



PUIS!,.. 



(2) 



(3) 



(4) 



(5) 



(6) 



Figure 3 



Key: 1 O.D. 
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Figure 4 



Key: 1 O.D. 

2 Control 
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Figure 5 



Key: 1 



O.D. 




Figure 6 



Key: 1 O.D. 
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Key: 1 O.D. 



Figure 7 
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PROCEDE D'OBTENTION DE NOUVELLES SUBSTANCES BIOLOGIQUEMENT ACTIVES, LES SUBSTANCES 
AINSI OBTENUES ET LES COMPOSITIONS EN REFERMANT. 



(5p La presente invention a pour objet un proc6d6 d'ob- 
tention de nouvelles substances biologiquement actives 
cforigine marine, les substances biologiquement actives 
ainsi obtenues et les compositions en renfermant. 

Le proc6d6 d'obtention de la pr6sente invention est ca- 
racteris^ en ce que I'on soumet une plante de la famille des 
Dictyotales a un s§chage, et/ou a une lyophilisation puis a 
un broyage, suivi d'un ou plusieurs 6puisements de la ma- 
ture vegetale par un solvant organique choisi dans le grou- 
pe form6 des alcanols inferieurs, des c6tones aliphatigues, 
des alcanes, des cycloalcanes, des solvants halogen6s, 
des solvants aronnatiques, des esters, des ethers et similai- 
res, pour obtenir un extrait organique de la plante, on seche 
I'extrait organique par evaporation du solvant, on purifie 
I'extrait organique sec par une ou plusieurs 6tapes de puri- 
fication tealisees successivement par affrontement liguide/ 
liquide, parchromatographie surcolonne basse pression ou 
haute pression, par chromatographic liquide haute perfor- 
mance, pour obtenir une ou plusieurs fractions actives des 
plantes de la famille des Dictyotales manifestant une action 
anti apoptotique par diminution de la synthese des proteines 
apparentees a celles de la famille de BAX. 

Les substances biologiquement actives de I'invention 



sont utilis^es en vue de la realisation de compositions ou de 
formulations d6pot destines k pr6venir ou & traiter les affec- 
tions impliquant une synthase accrue des proteines appa- 
rentees a celles de la famille de BAX. 
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PROCEDE D'OBTENTION DE NOUVELLES SUBSTANCES 
BIOLOGIQUEMENT ACTIVES, LES SUBSTANCES AINSI 
OBTENUES ET LES COMPOSITIONS EN RENFERMANT 

5 La presente invention a pour objet un procede cTobtention de nouvelles substances 
biologiquement actives d'origine marine, les substances biologiquement actives 
ainsi obtenues et les compositions en renfermant. 

Ces nouvelles substances biologiquement actives sont extraites de plantes de la 
famille des Dictyotales. 

10 

Les compositions de la presente invention sont destinees a inhiber le programme 
de mort cellulaire des cellules d'eucaryotes, en diminuant la synthese de la 
proteine BAX. Ces compositions manifestent ainsi tine action anti-apoptotique par 
diminution de la synthese de la proteine BAX. 

15 

La decouverte du phenomene de mort programmer bien que non recente a fait 
une avancee importante ces demieres annees grace a I'immunologie et la biologie 
moleculaire qui mettent a la disposition des chercheurs, des anticorps et des 
antigenes objectivant les differents intervenants de I'apoptose. Aujourd'hui les 
20 principales etapes de I'apoptose sont relativement bien connues. La plupart des 
travaux sur I'arret du programme de mort sont tous conduits par I'amplification 
genomique des genes codant les sequences peptidiques impliquees dans le 
developpement de I'apoptose. 

25 Lapoptose est regulee par deux families de molecules , de nature proteique 
appelees BAX et Bcl2. Ces molecules ne sont actives que lorsqu'elles sont 
accouplees. Le couple heterodimere : proteines venant de deux families differentes 
comme BAX-Bcl2 annule ce programme de mort. Le couple, homodimere du type 
bax-bax l active. Par consequent, si on diminue la synthese de BAX, on 

30 augmentera la vie des cellules. 

Les substances biologiquement actives de la presente invention interviennent en 
regulant la synthese de BAX tout au long de la vie et en diminuant cette synthese 
apres une agression. 
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L'apoptose physiologique est essentielle a notre survie. Elle intervient dans notre 
morphogenese et elle est Tun des phenomenes majeurs du developpement de 
notre cerveau. Chez les insectes, I'apoptose est Tun des phenomenes biologique 
5 majeur qui met en place la metamorphose, chez d'autres animaux elle joue un role 
preponderant lors de la mue. Chez les mamiferes et d'autres especes elle regule 
les phenomenes immunitaires. 

N \ 

Les plantes desquelles sont extraites les substances biologiquement actives de 
10 I'invention, sont des Pheophycees, classe des Fucophyceae, ordre des Dictyotales, 
famille des Dictyotaceae. Seuls quelques genres appartiennent a la famille des 
Dictyotales. il s'agit de Padina, Zonaria ou Dictyota. Le genre Padina regroupe les 
especes les plus frequentes. A titre d'exemple, il est possible de trouver sur le 
rivage de la M6dit6rran6e les especes pavonica, boyana (P. tenuis), boergesenii, 
15 sur les rives du Pacifique (non repris les especes deja citees) : arborescens, 
australis, boryana, caulens, commersonii, concrescens, crasse, durvillei, elegans, 
fernandeziana, fraseri, gymnospora, de meme sur les rives de I'Ocean Atlantique : 
glabra, haitensis. distromatica. dubia. II existe aussi des especes typiques de 
I'ocean Indien. L'une des caracteristiques de ces plantes est de fixer sur leur thalle 
20 une couche de carbonate de calcium de type aragonite ou orthorhombique a la 
surface des frondes. Cette caracteristique est obtenue par I'examen en diffraction 
X de la poudre obtenue avec ces plantes. La diffraction des rayons X montre que la 
poudre de ces plantes presente des pics d'intensite notable aux angles 2 9 
caracteristiques de I'aragonite. 

25 

Une autre caracteristique de ces plantes est leur capacite de survie dans des 
conditions difficiles en preservant leur propre vie vegetative et non en utilisant la 
sporulation. Des mecanismes identiques a cette plante sont retrouves dans nos 
cellules. En effet, ces algues etaient presentes au debut de la construction de notre 
30 arbre d'evolution. 

La presente invention concerne un procede d'obtention des substances 
biologiquement actives extraites de plantes de la famille des Dictyotales. 
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Dans un premier temps, la plante de la famille des Dictyotales est soumise, apres 
recolte. a un sechage, si possible a I'abri de la lumiere, pour garder intactes ses 
proprietes pharmacologiques. 

On procede au sechage des plantes broyees ou brutes, par ventilation sans 
5 chauffage et on obtient ainsi un materiel vegetal de couleur marron fonce sur 
lequel contrastent vivement les stries blanches de carbonate de calcium. 
Une autre methode. bien que moins economique, donne egalement satisfaction : 
elle consiste a egoutter fortement les plantes, puis a les secher sous vide d'air. La 
lyophilisation de la plante, broyee ou non, permet d'une maniere avantageuse d* 
1 0 obtenir un produit anhydre. 

Ces deux demieres techniques donnent un materiel de couleur vert brun fonce, 
tres fragile et facilement reduit en poudre, ce qui facilite I'extraction par un solvant 
pour obtenir les substances biologiquement actives de I'invention. 

15 L'interet d'une plante fortement sechee est d'obtenir une matiere vegetale qui se 
conserve bien (a I'abri de I'humidite) et a partir de laquelle il sera possible d'extraire 
la ou les substances actives. stabilisee(s) ou non, sans etre gene par la presence 
d'un solvant polaire. De plus, les plantes completement sechees sont plus faciles a 
reduire en poudre. 

20 

Le procede d'obtentiop des substances biologiquement actives est caracterise en 
ce que I'on soumet une plante de la famille des Dictyotales a un sechage, et/ou a 
une lyophilisation, a un broyage, suivi d'un ou plusieurs epuisement de la matiere 
vegetale par un solvant organique choisi dans le groupe forme des alcanols 

25 (ethanol...). des cetones (acetone...), des alcanes a chaTnes courtes (pentane, 
hexane, heptane...), des cycloalcanes (cyclohexane...), des solvants halogenes 
(chloroforme, dichloromethane...), des solvants aromatiques, des esters (acetate 
d'ethyle...), des ethers et similaires, pour obtenir un extrait organique de la plante, 
on seche I'extrait organique par evaporation du solvant, on purifie I'extrait 

30 organique sec par une ou plusieurs etapes de purification realisees 
successivement par affrontement liquide/liquide. par chromatographie sur colonne 
basse pression ou haute pression, par chromatographie liquide haute performance, 
pour obtenir une ou plusieurs fractions actives des plantes de la famille des 
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Dictyotales manifestant une action anti-apoptotique par diminution de la synthese 
des proteines apparentees a celles de la famille de BAX par les cellules. 

Les solvants organiques peuvent 6tre utilises seul ou en association. De maniere 
generate, on peut utiliser des solvants organiques miscibles a I'eau, ainsi que tous 
les solvants susceptibles d'extraire les substances actives des frondes de la plante. 
Les solvants seront de preference encore choisis parmi les solvants volatils des 
lors que Ton desire obtenir des substances biologiquement actives debarrassees 
de solvant. 

Le solvant organique sera de preference l'ac£tone ou I'ethanol. 

Lors de la maceration, on a utilise, avec de bons resultats, des rapports tres 
variables de matiere seche par rapport au solvant. Les volumes mis en oeuvre pour 
une meme quantite de matiere seche varient de 1 a 50. De meme, les temps de 
contact entre le solvant organique et la matiere vegetale varient de 12 heures a 5 
jours. 

Dans le cas present, la plante de la famille des Dictyotales une fois sechee, et/ou 
lyophylisee et broyee, est soumise a un ou plusieurs epuisements par la mise en 
contact de la plante avec de I'acetone, pendant 4 a 5 jours et dans les proportions 
de 1 gramme de matiere vegetale seche pour 5 ml d'acetone. 

L'extrait acetonique obtenu est seche par evaporation du solvant, puis purifie par 
les etapes de purification definies ci-apres. 

La premiere etape de purification est realisee par affrontement liquide/liquide. Le 
residu ou extrait sec acetonique est repris par un melange methanol/eau qui est 
affronte a de I'hexane. Dans un deuxieme temps, la phase hydromethanolique est 
affrontee, apres concentration et dilution dans I'eau, a Tether. 
De cette maniere, la phase etheree finale est biologiquement active. 

La deuxieme etape de purification est realisee par chromatographie sur colonne 
basse pression. Le support utilise est un gel de type Sephadex LH 20 ®. 
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L'elution s'effectue par un gradient chloroforme/methanol. La fraction 
biologiquement active est eluee en chloroforme/methanol dans les proportions 97/3 
volume a volume. Lors du ringage de la colonne par un melange 
chloroforme/methanol 70/30 on elue une deuxieme fraction residuelle. 

5 

L'etape suivante de purification a lieu par chromatographie liquide haute 
performance (HPLC) semi preparative. Les dimensions de la colonne sont de 250 
mm de longueur et de 10 mm de diametre. Le support utilise est une silice greffee 
diol et I'eluant est un melange hexane/isopropanol 95/5. Le debit est de 8 ml/min. 
10 Les fractions actives sont eluees entre 0 et 20 min, 25 et 35 min et/ou 40 et 50 min. 
Les autres fractions sont rejetees ou utilisees a d'autres fins. 

D'autres etapes de purification sont encore enviseagable. 

A Tissue de ces etapes de purification, on obtient une fraction biologiquement 
15 active constitute d'une ou plusieurs substances qui provoquent une diminution de 

la synthese de BAX lors de la mise en contact avec des cellules. 

Ainsi, les nouvelles substances biologiquement actives extraites de plantes de la 

famille des Dictyotales sont caracterisees en ce qu'elles presentent, lorsque les 

epuisements ont ete effectues a I'acetone, des temps de retention, en 
20 chromatographie liquide haute performance semi-preparative sur le support silice 

greffe diol et avec un eluant hexane/isopropanol 95/5, compris entre 0 et 20 min, 

25 et 35 min et/ou 40 et 50 min. 

On procede ensuite a differentes methodes analytiques (spectres UV, IR, RMN, 
25 chromatographie sur couche mince...) qui permettent la caracterisation de la ou 
des substances biologiquement actives, extraites dans ces conditions des plantes 
de la famille des Dictyotales. 

La presente invention a encore pour objet les nouvelles substances biologiquement 
30 actives susceptibles d'etre ainsi obtenues, extraites de plantes de la famille des 
Dictyotales. 

Ces substances presentent une action anti-apoptotique par diminution de la 
synthese des proteines apparentees a celles de la famille de BAX, en particulier en 
presence de radicaux libres ou d'une elevation de temperature. 
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Ainsi les substances biologiquement actives permettent la stabilisation du 
phenomene de mort cellulaire induite dans les cellules souches, la prolongation de 
la vie cellulaire et la protection du « capital cellulaire ». 

5 

Les substances biologiquement actives selon rinvention, extraites de plantes de la 
farnille des Dictyotales manifestent des proprietes pharmacologiques tres 
interessantes, et trouvent de ce fait un emploi en therapeutique, en cosmetique, en 
alimentation, en dietetique humaine et v£terinaire. 
10 Les substances biologiquement actives susceptibles d'etre obtenues selon le 
precede de I'invention sont utilisees en vue de la realisation de compositions ou 
formulations depots destines a prevenir et/ou d traiter les affections impliquant une 
synthese accrue de la proteine BAX. 

15 La presente invention concerne encore les compositions pharmaceutiques, 
cosmetiques et/ou alimentaires presentant une action anti-apoptotique par 
diminution de la synthese de la proline BAX, caracterisees en ce qu'elles 
renferment a titre de principe actif une ou plusieurs substances biologiquement 
actives susceptibles d'etre obtenues selon le procede de I'invention, en association 

20 ou en melange avec un excipient ou un vehicule inerte, non toxique, approprie a 
I'usage envisage, et eventuellement un ou plusieurs principes actifs a action 
complementaire. 

Les compositions pharmaceutiques, cosmetiques et/ou alimentaires selon 
25 I'invention sont destinees a Tadministration par voie digestive, parenteral, 
percutanee ou topique. Les compositions sont done presentees sous forme de 
comprimes nus ou enrobes, de dragees, de capsules, de gelules, de pilules, de 
tablettes, de cachets, de sirops, de poudres a ingerer ou a usage externe ; de 
solutes ou de suspensions conditionnes en ampoules ; de cremes, de gels ou de 
30 pommades ; de solutions a usage percutane dans un solvant polaire penetrant. 

La presente invention concerne egalement les formulations depot presentant une 
action anti-apoptotique par diminution de la synthese de la proteine BAX, 
caracterisees en ce qu'elles renferment a titre de principe actif une ou plusieurs 
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substances biologiquement actives susceptibles d'etre obtenues selon le procede 
de I'invention, en association ou en melange avec un excipient ou un vehicule 
inerte, non toxique. peu resorbable, et eventuellement un ou plusieurs principes 
actifs a action complementaire. 

5 

Les exemples et resultats suivants illustrent I'invention. lis ne la limitent en aucune 
fagon. 

EXEMPLE I 

10 Etude de I'activite inhibitrice de la synthese de la proteine BAX par les 
substances extraites de plantes de la famille des Dictyotales. 

Le critere d'activite admis est I'inhibition de la synthese de la proteine BAX. 

15 Le dosage de BAX synthetise par les keratinocytes est effectue par une methode 
d'immuno absorption appelee ELISA sandwich. 

Les cellules sont preparees selon la technique de Germain et col., a partir de 
preievements de peaux saines provenant de chirurgie esthetique. Apres elimination 

20 du tissu adipeux, la peau est coupee en petits fragments de 2 mm X 2 mm qui sont 
incubes dans une solution de thermolysine (500 ^g/ml du tampon HEPES) a 37° C 
pendant 2 heures. L'epiderme est alors separe facilement du derme a I'aide de 
pinces steriles tres fines. Les lambeaux d'epiderme ainsi detaches sont incub§s 
dans une solution de trypsine (0.05 % dans le tampon HBSS)-EDTA (0,1 % dans le 

25 tampon HBSS) a 37° C pendant 30 minutes afm de dissocier les keratinocytes. 
Apres deux rin^ages dans le tampon HBSS, les cellules keratinocytaires sont 
comptees a I'aide d'un Coulter Counter (Coultronics) puis mises en culture dans le 
milieu KMK (SIGMA). 

30 Protocole experimental : 

Les keratinocytes fraichement isoles sont ensemences a raison d'un million par 
boite dans le milieu de culture KMK. Les cultures de keratinocytes sont traitees la 
veille avec 1 % d'une solution ethanolique contenant (boites essais) ou pas (boites 
temoins) le principe actif. 
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Le lendemain, les boites de culture sont mises dans un bain-marie a la 
temperature de 43° pendant 30 minutes. Elles sont ensuite transferees dans 
I'incubateur a C0 2 a 37° C pendant encore 2 heures. Les cellules sont alors lysees 
par un tampon X 100 et la proteine BAX contenue dans le lysat cellulaire est dosee 
5 par la technique ELISA sandwich. 

ELISA Sandwich : 

• Dilution au 1/200 de I'anticorps monoclonal anti-bax dans un tampon carbonate- 
bicarbonate, pH : 9,6. 

10 • Distribution de la solution d'anticorps dans une microplaque (96 puits) a raison 
de 100 iil/puits. 

• Incubation une nuit a 4° C (ou une heure & 37° C). 

• Elimination du sumageant. 

• Addition du lysat cellulaire (100 fil/puits) contenant la proteine BAX. 
15 • Incubation a temperature ambiante pendant une heure. 

• Ringage des puits 3 fois avec 200 \d du tampon PBS contenant 0,1 % de Tween 

20. 

• Addition de la solution d'anticorps anti-bax (100 nl/puits). 

• Incubation une heure a temperature ambiante, 

20 • Ringage 3 fois avec 200 jil du tampon PBS contenant 0,1 % de Tween 20. 

• Addition dune solution du second anticorps anti-IgG de lapin couple a la 
peroxydase (50 ^l/puits). 

• Incubation a temperature ambiante pendant une heure. 

• Rin?age 3 fois avec 200 nl du tampon PBS contenant 0,1 % de Tween 20. 
25 • Addition du substrat (50 /il/puits). 

• Incubation a temperature ambiante pendant 30 min. 

• Addition de 10 ^l/puits d'une solution d'acide sulfurique 1 N. 

• Lecture de la microplaque a 450 nm a I'aide d'un lecteur de microplaques 
(METERTECH). 

30 

Dosage de BAX par la methode d'ELISA sandwich : 

Les valeurs sont exprimees en densite optique (D.O.) (densite optique de la 
proteine BAX), la revelation se fait par la peroxydase. 
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Comme indique precedemment la fraction active (F.A.) est eluee entre 0 et 20 min. 
25 et 35 min et 40 et 50 min par HPLC semi-preparative sur support silice greffee 
diol. L'eluant est Thexane/isopropanol 95/5. 

La fraction non active (FNA) est eluee entre 20 et 25 min et 35 et 40 min. 

5 

TABLEAU I : Dosage de BAX sur une culture de keratinocytes humains. 





moyenne 
(DO) 


ecart 
type 


temoin (1) 
FNA : 20-25 et 35-40 min (2) 
FA : 0-20. 25-35 et 40-50 min (3) 


0,166 0,219 0,196 0,198 0,194 
0,142 0.206 0,190 0,190 0.201 
0,095 0,101 0,094 0,110 0,107 


0.195 
0,186 
0.101 


0.019 
0.025 
0,007 



(1) et (2) : difference non statistiquement significative : p = 58,43 % 
10 ( 1 ) et (3) : difference statistiquement significative : p < 1 0" 5 

L'addition de la fraction active contenant les substances biologiquement actives de 
I'invention dans la culture, permet une nette inhibition de la synthese de BAX. 

1 5 TABLEAU II : Dosage de BAX par ELISA sandwich synthetise par les fibroblastes. 

Le tableau II illustre I'effet des fractions actives (FA) contenant une ou plusieurs 
substances biologiques actives sur I'expression de la proteine BAX synthetisee par 
des fibroblastes humains issus d'explants chirurgicaux provenant d'individus d'ages 
20 differents obtenus par la technique classique. 

Nombre de cellules identique dans chaque experimentation, et cellules au meme 
nombre de passages. 

Dosage de BAX par la methode d' ELISA sandwich : expression des valeurs en 
D O, revelation par la peroxydase. 

25 





moyenne 
(D.O) 


ecart 
type 


5 ans non traite 


(D 


0,049 


0.049 


0.047 


0,052 


0.075 


0,054 


0.012 


5 ans traite avec F.A. 


(2) 


0.064 


0.053 


0,050 


0,060 


0.051 


0,056 


0.006 


61 ans non traite 


(3) 


0.149 


0.136 


0.132 


0.141 


0.130 


0,138 


0.008 


61 ans traite avec F.A. 


(4) 


0.081 


0.069 


0.063 


0.08O 


0.060 


0.071 


0.010 



10 



2760192 



(1) et (2) : difference non statistiquement significative 
(1) et (4) : difference non statistiquement significative 

5 (FA) : la concentration de la fraction active est de 1 % (les cultures de fibroblastes 
sont traitees avec 1 % d'une solution ethanolique contenant le principe actif)- 

Le tableau II est illustre par la figure 1. 

10 La synthese de BAX augmente avec I'age. Le traitement des cellules par une 
solution a 1 % de fraction active abaisse la production de la proteine BAX a un 
niveau voisin de celui observe avec des cellules provenant d'un sujet jeune. 

TABLEAU III : Dosage de BAX par ELISA sandwich synthetise par les 
15 keratinocytes. 

Le tableau III illustre I'effet de la fraction active (FA) contenant une ou plusieurs 
substances biologiques actives sur I'expression de la proteine bax synthetisee par 
des keratinocytes humains issus d'explant chirurgicaux provenant d'individus 
20 d'ages differents. 

Nombre de cellules identiques (10 6 cellules) dans chaque experimentation, et 
cellules ayant un meme nombre de passages (P1). 

Dosage de bax par la methode ELISA sandwich : expression des valeurs en D O. 
revelation par la peroxydase apres 48 heures d'incubation. 

25 

La concentration en fractions actives est de 1 %. 





moyenne 
(DO) 


ecart 
type 


5 ans temoin 


(D 


0.376 


0,313 


0,288 


0,326 


0.045 


5 ans traite avec FA 


(2) 


0,321 


0.286 


0,251 


0,286 


0,035 


42 ans temoin 


(3) 


0,471 


0,419 


0.386 


0.425 


0.043 


42 ans avec F A 


(4) 


0,342 


0,316 


0.293 


0.317 


0.025 


61 ans temoin 


(5) 


0,629 


0.562 


0,512 


0,568 


0.059 


61 ans avec FA 


(6) 


0.467 


0.419 


0,355 


0.414 


0,056 


Verification li 




0,434 


0.386 


0,348 


0,389 
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(1) et (2) : difference = -0.040 

variation (%) = -12,18 
(3) et (4) : difference = -0,108 
5 variation (%) = -25,47 

(5) et (6) : difference = -0,154 

variation (%) = -27,13 

Le tableau III est illustre par les figures 2 et 3. La synthese de BAX par les 
10 keratinocytes s'accroit avec I'age, et en presence de la fraction active (FA) celle-ci 
est diminuee. 

La synthese de BAX augmente avec Tage. Le traitement des cellules par une 
solution a 1 % de fraction active abaisse la production de la proteine BAX a un 
15 niveau voisin de celui observe avec des cellules provenant d'un sujet jeune. 

Plus une cellule est ag£e, plus le traitement par les fractions actives sont efficaces 
sur les keratinocytes. 

EXEMPLE II 

20 Etude de la synthese de la proteine BAX en presence de radicaux libres. 

Les radicaux libres produits dans cette experimentation sont obtenus par la 
xanthine xanthine-oxydase. 

25 TABLEAU IV : Les radicaux libres stimulent la synthese de la proteine BAX. 





moyenne 
(D.O) 


ecart 
type 


5 ans temoin 


(1) 


0,376 


0,313 


0.288 


0,326 


0,045 


5 ans HX-XO 


(2) 


0,466 


0.448 


0.410 


0,441 


0,029 


42 ans t6moin 


(3) 


0,471 


0.419 


0.386 


0,425 


0,043 


42 ans HX-XO 


(4) 


0,485 


0,494 


0.432 


0,470 


0,034 


61 ans temoin 


(5) 


0.629 


0.562 


0.512 


0.568 


0.059 


61 ans HX-XO 


(6) 


0.613 


0.619 


0.552 


0,595 


0.037 
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(1)et (2): difference = 0,1 16 

variation (%) = 35,52 
(3) et (4) : difference = 0.045 

variation (%) = 10,58 
5 (5) et (6) : difference = 0.027 

variation (%) = 4,76 

Le tableau IV est illustre par les figures 4 et 5. 

10 La reaction xanthine -xanthine oxydase produit des radicaux libres qui stimulent la 
synthese de bax par les keratinocytes. Cette stimulation est moins forte sur les 
keratinocytes ages. 

TABLEAU V : Uaddition des fractions actives (F.A.) dans le milieu de culture 
1 5 retablit une synthese normale de la proteine BAX en presence de radicaux libres. 





moyenne 
(DO) 


ecart 
type 


5 ans HX-XO 


(D 


0,466 


0.448 


0.410 


0,441 


0,029 


5 ans HX-XO + FA 


(2) 


0,301 


0.326 


0.270 


0.299 


0,028 


42 ans HX-XO 


(3) 


0,485 


0.494 


0,432 


0.470 


0,034 


42 ans HX-XO + F.A. 


(4) 


0,332 


0.305 


0.293 


0,310 


0,020 


61 ans HX-XO 


(5) 


0,613 


0.619 


0.552 


0.595 


0,037 


61 ans HX-XO + F.A. 


(6) 


0.408 


0.403 


0.341 


0.384 


0,037 



(1 ) et (2) : difference = -0,142 

variation (%) = -32,25 
20 (3) et (4) difference = -0,160 

variation (%) = -34,09 
(5) et (6) : difference = -0,211 

variation (%) = -35,43 

25 Le tableau V est illustre par les figures 6 et 7. 

Le traitement par les fractions actives (F.A.) des keratinocytes cultives en presence 
de radicaux libres diminue la synthese de la proteine BAX. Si cette diminution est 
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plus importante sur les cellules agees, elle est a peu pres constante en valeur 
relative quelque soit I'age des cellules. 
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REVENDICATIONS 

Procede d'obtention des substances biologiquement actives, caracterise en 
ce que Ton soumet une plante de la famille des Dictyotales a un sechage, 
et/ou a une lyophilisation puis a un broyage, suivi d'un ou plusieurs 
epuisements de la matiere vegetale par un solvant organique choisi dans le 
groupe forme des alcanols, des cetones, des alcanes a chaines courtes, des 
cycloalcanes, des solvants halogenes, des solvants aromatiques, des esters, 
des ethers et similaires, pour obtenir un extrait organique de la plante, on 
seche I'extrait organique par evaporation du solvant, on purifie I'extrait 
organique sec par une ou plusieurs etapes de purification realisees 
successivement par affrontement liquide/liquide, par chromatographie sur 
colonne basse pression ou haute pression, par chromatographie liquide haute 
performance pour obtenir une ou plusieurs fractions actives des plantes de la 
famille des Dictyotales manifestant une action anti apoptotique par diminution 
de la synthese des proteines apparentees a celles de la famille de BAX par 
les cellules. 

Procede detention des substances . biologiquement actives selon la 
revendication 1 , caracterise en ce que les rapports utilises entre la matiere 
vegetale et le solvant organique sont de preference de 1 g de matiere 
vegetale seche pour 5 ml de solvant, et les temps de contact entre la matiere 
vegetale et le solvant organique sont compris entre 12 heures et 5 jours. 

Procede d'obtention des substances biologiquement actives selon les 
revendications 1 et 2, caract6ris6 en ce que Ton utilise en tant que solvant 
organique Tacetone. 

Procede d'obtention des substances biologiquement actives selon Tune des 
revendications 1 a 3, caracterise en ce que la premiere etape de purification, 
realisee par affrontement liquide/liquide, consiste a reprendre I'extrait sec 
acetonique par un melange methanol/eau affronte a de I'hexane, puis la 
phase hydromethanolique est affrontee a Tether. 
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Procede d'obtention des substances biologiquement actives selon Tune des 
revendications 1 a 4, caracterise en ce que la deuxieme etape de purification, 
realisee par chromatographic sur colonne basse pression, consiste a eluer, 
sur un support gel de type Sephadex, la fraction etheree biologiquement 
active par un gradient chloroforme/methanol, puis a eluer une deuxieme 
fraction residuelle en ringant la colonne par un melange 
chloroforme/methanol. 

Proced6 d'obtention des substances biologiquement actives selon Tune des 
revendications 1 a 5, caracterise en ce que la troisteme §tape de purification 
est realisee par chromatographic liquide haute performance semi-pr6parative, 
sur un support silice greffee diol, avec un eluant hexane/isopropanol r et en ce 
que les fractions actives sont eluees entre 0 et 20 min, 25 et 35 min et/ou 40 
et 50 min. 

Les substances biologiquement actives susceptibles d'etre obtenues selon le 
proc6d6 de Tune des revendications 1 a 6, pr6sentant une action anti- 
apoptotique par diminution de la synthese des proteines apparentees de la 
famille BAX. 

Substances biologiquement actives selon la revendication 7, caracterisees en 
ce qu'elles presentent en chromatographie liquide haute performance semi- 
preparative sur le support silice greffe diol et avec un eluant 
hexane/isopropanol, des temps de retention compris entre 0 et 20 min, 25 et 
35 min et/ou 40 et 50 min. 

Compositions pharmaceutiques, cosmetiques et/ou alimentaires presentant 
une action anti-apoptotique par diminution de la synthese de la proteine BAX, 
caracterisees en ce qu'elles renferment a titre de principe actif une ou 
plusieurs substances biologiquement actives susceptibles d'etre obtenues 
selon le procede de Tune des revendications 1 a 6, en association ou en 
melange avec un excipient ou un vehicule inerte, non toxique, approprie a 
('usage envisage, et eventuellement un ou plusieurs principes actifs a action 
complementaire. 
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Compositions pharmaceutiques, cosmetiques et/ou alimentaires selon la 
revendication 9. clans lesquelles I'excipient ou le vehicule inerte est run de 
ceux qui conviennent pour I'administration par voie digestive. parenteral 
percutanee ou topique. 

Utilisation des substances biologiquement actives susceptibles d'etre 
obtenues selon le precede de Tune des revendications 1 a 6, en vue de la 
realisation de compositions ou de formulations depot destines a prevenir 
et/ou a traiter les affections impliquant une synthese accrue de la proteine 
BAX. 
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Figure 1 
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Figure 3 
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Figure 7 
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